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論文内容の要旨 
 
ほとんどの生物は酸素を用いた呼吸代謝をおこなうため，O2-・（スーパーオキシ
ドアニオン）などの活性酸素種が副産物として発生する。スーパーオキシドディ
スムターゼ (以下，SOD)は，活性酸素スーパーオキシドアニオンラジカルの不均化
反応を触媒し，速やかに消去することができるため，DNA や酵素を酸素障害から
防御するのに重要な役割を担っている。SOD は，下等生物の微生物から高等動物，
植物に至るまで広範囲の生物に含有されている抗酸化酵素である。SOD は活性中
心に存在する金属の種類によって，Cu/Zn 型，Mn 型，Fe 型などがあり，Mn 型
の SOD（MnSOD）は真核生物と原核生物の両方に存在している。  
好熱菌は高温（55℃以上）環境下で増殖能をもつ微生物であり，好熱菌が生産
するタンパク質は高い耐熱性とともにその他の耐性もあることが知られており，
本研究では好熱菌 Bacillus stearothermophilus C36 株から得られる MnSOD は
工学的有用利用ために，SOD の精製と性質を研究した。  
しかしながら，MnSOD は他のタンパク質との相互作用が強いため，界面活性剤
SDS を存在下でのクロマトグラフィー法により精製した。その新精製方法は他の
好熱菌 SOD も適用できた。この新法の大きな特徴は，SOD が約 33%もの高い回
収率で得られたことである。これより，高い熱耐性持ち工業利用上有用である SOD
を大量に供給することが可能になる。  
MnSOD は二量体構造を持つが，SOD の単量体の機能は明らかるにされていな
い。そこて，二量体 SOD をグルタルアルデヒド等の二価試薬で化学架橋し，二量
体を固定して，その機能と単量体との違いを明らかにした。架橋された SOD 二量
体と天然型の SOD を比較すると，架橋によって高次構造が固定されたため活性が
大幅に低下した。これより，SOD のサブユニット間の柔軟性は SOD 活性に重要
であることが示された。  
  
ABSTRACT 
 
R e a c t i v e  o x yg e n  s p e c i e s  s u c h  a s  s u p e r  o x i d e  a n i o n  w a s  p r o d u c e d  a s  a  
b y - p r o d u c t  f r o m  a e r o b i c  r e s p i r a t i o n  m e t a b o l i s m .   B e c a u s e  s u p e r o x i d e  
d i s mu t a s e  ( S O D )  e x t i n g u i s h e s  t h e  a c t i v e  o x yg e n  o r  o x i d e  a n i o n  r a d i c a l ,  i t  
p l a ys  a  r o l e  i n  D N A a n d  e n z y m e s  p r o t e c t i n g  a g a i n s t  o x yg e n  d a m a g e .   S O D  
i s  a  u n i v e r s a l  a n t i o x i d a n t  e n z y m e  i n  a  m i c r o b e ,  a  h i g h e r  a n i m a l ,  a  p l a n t .   
T h e  S O D  h a s  a  C u / Z n  t yp e ,  a  M n  t yp e ,  a n d  a  Fe  t yp e  b y  t h e  s p e c i e s  t h a t  
t h e r e  i s  i n  t h e  a c t i ve  c e n t e r ,  a n d  t h e  M n S O D  e x i s t s  b o t h  i n  e u k a r yo t e  a n d  
p r o k a r yo t e .   
T h e r m o p h i l i c  b a c t e r i a  c a n  g r o w  u n d e r  h i g h  t e m p e r a t u r e  ( m o r e  t h a n  5 5  
d e g r e e s  C e l s i u s ) .   T h i s  p a p e r  h a s  d e s c r i b e d  p u r i f i c a t i o n  o f  M n S O D  w h i c h  
i s  d e r i v e d  f r o m t h e r m o p h i l i c  b a c t e r i a  C 3 6  s t r a i n  b y  g e l  c h r o m a t o g r a p h y  
u n d e r  t h e  p r e s e n c e  o f  s u r f a c t a n t  S D S .   T h i s  n e w  m e t h o d  w a s  a c h i e v e d  t h e  
h i g h  r e c o ve r y  o f  S O D  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  3 3 % .   I t  w o u l d  b e  a b l e  t o  g e t  a  
S O D  w i t h  t o l e r a n c e  ( S D S  t o l e r a n c e ,  h e a t  r e s i s t a n c e ,  p H  t o l e r a n c e )  t o  b e  t h e  
i n d u s t r i a l  u s a g e .   A n d  t h i s  n e w  i s o l a t i o n  me t h o d  c a n  a p p l y  t h e  o t h e r  
t h e r m o p h i l i c  b a c t e r i a ,  t o o .  
M n S O D  h a s  d i me r i c  s t r u c t u r e .   H o w e ve r,  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  
m o n o m e r - d i m e r  c o n v e r s i o n  o f  t h e  S O D  i s  n o t  c l a r i f i e d .   S O D s  w e r e  
c h e m i s t r y  c r o s s  l i n k e d  w i t h  d i v a l e n t  r e a g e n t s  s u c h  a s  g l u t a r a l d e h yd e  t o  f i x  
a  d i m e r  c o n f o r m a t i o n .   T h e  a c t i v i t y  o f  c r o s s - l i n k e d  S O D  l a rg e l y  d e c r e a s e d  
b e c a u s e  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  w a s  f i x e d .   T h e  i n t e r - s u b u n i t  f l e x i b i l i t y  o f  
t h e  S O D  w a s  s h o w n  t o  b e  i m p o r t a n t  t o  p r e s e n t  S O D  a c t i v i t y.  
 
 
 
論文審査結果の要旨 
 
生物は呼吸により酸素を体内に取り入れると，活性酸素が副産物として発生する。
スーパーオキシドディスムターゼ（SOD）は，活性酸素のスーパーオキシドアニオ
ンラジカルを酸素と過酸化水素に不均化させる。この SOD は活性中心に Mn を持
ち，SOD（MnSOD）は真核生物と原核生物の両方に存在している。 
好熱菌は高温（55℃以上）環境下で増殖能をもつ微生物であり，好熱菌が生産す
るタンパク質は高い耐熱性とともにその他の耐性もあることが知られており，好熱
菌から得られる MnSOD は工学的有用利用が期待できる抗酸化酵素である。しかし，
好熱菌由来の SOD を産業用として利用するには，効率よく大量に獲得することが必
要である。そこで，本研究では好熱菌 Bacillus stearothermophilus C36 株から得
られる MnSOD の精製と性質を研究した。 
これまで多くの研究者が好熱菌から MnSOD の分離精製を行っているが，多段階な
うえ複雑なため少量にとどまっている。その最大の理由は MnSOD が他のタンパク質
との相互作用が強いためである。本論文では，界面活性剤 SDS を加えたクロマトグ
ラフィー法により精製し，精製の最適条件を見出した。この新精製法により，SOD
が約 33%もの高い回収率で得られた。この方法は他の好熱菌 SOD も適用できる。さ
らに，好熱菌由来 SOD と大腸菌が異なるアミノ酸配列を持ち，これが三次元構造的
および酵素活性に及ぼす影響を議論し，SDS を用いた分離の理論的解明も行ってい
る。 
第２部では，MnSOD の二量体構造の必要性を構造的アプローチから検証している。
MnSOD は通常，ホモ二量体で存在する。しかしながら，単量体単独でも活性を持つ
ため，二量体の意義についてはほとんど知見がない。そこで，二量体 SOD をグルタ
ルアルデヒド等の二価試薬で化学架橋し，二量体状態を固定し，単量体と二量体の
機能の違いを明らかにした。架橋された SOD 二量体と天然型の SOD を比較すると，
高次構造が固定されたため活性が大幅に低下しており，SOD のサブユニット間の柔
軟性は SOD 活性に重要であることが示された。これらのことは，酵素の耐性向上や
活性向上において指標を示し，今後の SOD の利用を広げるものである。 
以上，本論文は SOD の応用を視野に置いた研究であり，その応用面における問題
点，課題を明らかにし，応用が期待されている好熱菌 SOD の高度な精製方法を開発
し，その性質を明らかにした。 
 よって，本論文は本学及び専攻が定める審査基準を満たしており，博士論文に値
すると認められる。 
 
 
